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論文内容要旨
第一章序論
 生物に於ける構造はどのようにして形成されるのか,これは発生生物学の重要課題のひとつ
 である。本論文では,この課題へのひとつの巨視的レベルでのアプローチとして,単純な一次
 元的体制と強い再生力を持ち,また,体軸上の位置が細胞分化や形態形成に重要な役割を果た
 すことが知られている,淡水産刺胞生物ヒドラの解離細胞再集合体(野田,1971;Glereret
 ai,!972〉を用いた実験を行った。
 ヒドラ体幹部から組織切片を取り出した場合,頭部構造,神経細胞分布,刺細胞分化パター
 ン等は,既存の軸に沿って再構成される。しかし,解離細胞再集合体は,細胞を解離後ランダ
 ムに混合,機械的に再集合させた系であるので,その初期状態は,無軸・無構造であり,体軸
 は新規に確立されねばならない。より対称性の高い状態から,どのような過程を経て体軸が構
 成されるのか,また,どのようにその一次元的な体軸上に各パターンが再構成されて行くのか,
 これらを探る目的のために,解離細胞再集合体は優れた系である。
 本論文では,頭部構造パターン形成に注目し,一旦撹乱を受けた頭部パターンが再構成され
 る過程について,その機構を探る研究を行った:インタクトのヒドラでは,頭部構造は体軸の
 一極である口丘とそれを取り囲む数本の触手からなっている。解離細胞再集合体からの頭部再
 生の際に,口丘と触手との相関がどのようにして生じて来るのか,その過程が再集合体の構成
 細胞の由来やその細胞の状態にどのように依存するのかについて調べた。
 第二章材料と方法
第三章実験結果
 3-i解離細胞再集合体に於ける頭部構造の形成
 (1)再生過程定常期での総触手数は再集合体の表面積に比例関係を持つ。この事から,様々な
 サイズの再集合体に共通のパラメーターとして,再集合体の表面積が採用された。
 (2)定常状態での触手のほとんどが口丘周囲に局在する触手(口丘触手)である事,口丘数に
 表面積依存性がある事,一口丘あたりの口丘触手数に定常値が存在する事から,定常状態に
 於ける触手数の表面積依存数は,口丘を介した間接的な関係であると考えられる。
 (3)口丘周囲に局在せず,かつ,口丘への反応性も持たない胴部触手が,再生過程中に出現す
 るが,その後定常期へ至る過程で,選択的に胴部へ吸収され消滅する。一方,口丘触手は増
 “加し,結果的に,触手分布は口丘の周囲に限定される。
 (4)頭部歯来の組織を含む再集合体では,再生過程中間期での触手の半数が胴部触手であり・
 これらは表面積に直接の比例関係を持っている。
 (5)頭部由来の組織を含まない再集合体では胴部触手はほとんど形成されず,触手は初めから
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 濤丘周囲に局在する傾向を持ち,定常状態へ達する時間も短い。しかし,細胞解離前に再生
 時間を与える事により,再生時間に応じた胴部触手数の増大が観察される。
 3-2モノクローナル抗体TS-19による,解離細胞再集合体の再生初期過程の解析
 触手上皮細胞上に抗原を持つモノクローナル抗体TS-19(Bode,eta玉,!988)を胴いて,頭
 部由来の緯織を含まない胃域から作られた再集合体(G),頭部から作られた再集合体(登),24時
 間再生時間を与えられた胃域部から作られた再集合体(RG24〉の三種類の再集金体について,
 再生初期過程を調べた。
 (1)TS-!9結合性はすべてのタイプの再集合体で,触手形成以前に観察された。TS弓9結合域
 は個々のTS-19(÷)細胞の集合であり,各細胞の境界は明確である。
 (2)再生開始後6時間で,再集合体簸及びRG24で部分的TS-19結合域が観察され,蛍光強度
 として測定される一細胞当たりの抗原密度の,細胞間の分散が大きい。しかし,再集合体G
 では,この時期は全域で結合性は見られない。
 (3)再集合体Gでは,空洞化期にかけて,蛍光強度が指数関数的に増大し,H及びRG24に比べ
 蛍光強度は低いものの,ほぼ全域でのTS-19結合性を観察できる。
 (4)TS-19(+〉細胞が,口丘出現前の触手を中心とした非触手部で観察された。
 (5)胴部触手・口丘触手間でのTS丑9結合性の定性的・定量的差はなかった。
 (6)未完成口丘にTS-19結合性が観察された。
 3-3組織片混入再集合体の再生
 組織片を混入させた再集合体を用いて,周囲よりも頭部形成能の高い既存の構造が再集合体
 再生に与える影響を調べた。
 (1)再集合体(“基質部")の由来した組織よりも位置的に頭部に近い組織片(“種")を混入し
 た場合,組織片における頭部形成時期は,解離細胞再集合体部での頭部形成時期よりも早い。
 再生開始後5日を過ぎるまで“基質部"での頭部構造形成が抑制される場合も観察された。
 (2)①の組織片混入再集合体で形成された最終的な口丘数も,対照(“基質部"のみの再集合体)
 に於ける口丘数に比べ,低く抑えられる傾向が見られた。
 (3)再集合体の由来した組織と同位憧の組織片を混入した場合,“基質部"での頭部構造形成時
 期の遅れは観察されなかった。
 3鴫数値計算によるシミュレーション
 反応拡散モデルのひとつであるMacWilliams(1982)の式を,解離細胞再集合体系}こ適用
 し,シミュレーションを行った。前節(1～2)で得られた結果が,頭部形成活性因子・阻害因
 子の相互作用による現象として説明可能か,検証を試みた。ここで,頭部形成活性因子及び阻
 害因子は,各々,頭部形成能勾酎及び頭部形成阻害能勾配(何れも,移殖実験からその存在を
 知る事ができる。ピークはともに頭部にある。)を成立させている物質(複数であってもよい)
 と考える事ができる。
 (1)実験結果第二節に於ける再集合体Gの,TS-19結合性の初期変化(再生開始後30時闘でみ
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 られた蛍光強度の全部域的上昇)は,頭部形成活性因子値の全域的な上昇として,今回のシ
 ミュレーションで表現される。
 (2)今回の計算条件下では,頭部を含む再集合体を想定した計算では,頭部を含まない再集合
 体を想定した計算に比べ,頭部形成活性因子値のローカルピーク数が多く,かつ,その持続
 時間が長かった。
 (3)解離前に再生時間を与えられた組織由来の再集合体を想定した計算の結果は,“頭部を含む
 再集合体"の計算結果と類似する。
 ㈲今回の計算条件下では,頭部形成活性因子値の最終的ピーク数は,三種類の計算間でかわ
 らなかった。
第四章討論
 実験結果から得られる考察及び本論文の結論を以下に述べる。
 〔1)ヒドラの一次元的体制を乱した状態,つまり,解離細胞再集合体では,頭部構造数はその
 表面積に比例する。つまり,形態的制約がない場合は,細胞層を二次元方向に伝わる情報に
 より,その数の決定が行われる事が示唆される。
 (2)定常状態の再集合体上の触手は,インタクトのヒドラと同様に数・位置ともに,口丘に支
 配されている。しかし,頭部を含む再集合体及び再生時間を与えられた組織から作られた再
 集合体の,再生過程中に現れる胴部触手は,表面積に直接の比例関係を持ち,かつ口丘周辺
 に局在しない。従来,“頭部構造"として口丘と一体の構造とみなされていた触手は,一時的
 には,口丘と独立に形成される事が可能であることがわかった。
 (3)解離以前の再生時間の増大に応じて,その組織から作られた再集合体の形成する胴部触手
 数が増大する。この事は,再生過程中に現れる胴部触手形成は,その再集合体の持つ頭部形
 成能の初期レベルの高低に関連する事を意味している。特に,TS-19結合性の結果から,再
 集合体上での頭部形成能レベルの空間的ゆらぎ(換言すれば,頭部形成能勾配を構成する物
 質の,濃度の空間的ゆらぎ)の振幅の大きさが,多数の胴部触手の形成に関与していると思
 われる。
 (4)将来の頭部が形成される位置は,元頭部に近い由来の細胞の,分布の偏りが影響を与える
 可能性が強い。
 (5)Berking(1979),Bode(1987、1988)は,実験から,頭部再生時の頭部形成能勾配中で,
 最終的なピークレベルでは口丘に,ピークよりもわずかに下がったレベルでは触手に特殊化
 するという,ステップ方式の解釈が行われているであろう事を示した。口丘触手数と胴部触
 手数の再生過程中の時間発展の違い,その位置の違い,実験結果第三節の結果,及び反応拡
 散モデルを用いたシミュレーションの結果から,次の事が考えられる:胴部触手は,頭部
 形成能勾配を構成する物質濃度のローカルピークに対応して形成される。これに対し,口丘
 触手は,周囲から突出した最終的なピーク(口丘に対応する)の中腹,触手形成レベル部分
 に対応して形成される。
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 論文審査の結果の要旨
 ヒドラの再生は,多細胞生物のパターン形成のモデルとして古くから使われてきた。この再
 生では,切り出した組織片に既に存在する軸に沿って,パターンが再構成される。しかし最初
 にこの軸が存在しない場合,つまり解離細胞で集合体を作り発生させたとき,どのようにして
 軸が形成され,パターンが再構成されて行くのかについては,はとんど研究がない。本論文は,
 再集合体でのパターン形成,特に口丘,触手という頭部構造の形成過程を明らかにし,その過
 程が,構成細胞の由来にどのように依存するかを明らかにしものである。
 胴部由来の解離細胞再集合体が頭部形成過程の定常状態に入った時の総触手数,総目丘数は
 共に再集合体の表面積に依存するが,この触手のほとんどが口丘周囲に局在する触手(口丘触
 手)である事,一口丘当たりの口丘触手数に定常値がある事から,口丘触手の数と位置は口丘
 に支配されている事がまず萌らかになった。
 一方,頭部を含む再集合体で一時的に出現する胴部触手は口丘とは独立に形成され,この胴
 部触手形成能は再集合体構成細胞の頭部形成能レベルに関連することが明らかになった。
 触手に特異的な抗体TS-!9の結合性は,触手形成以前のすべてのタイプの再集合体で認めら
 れたが,頭部形成能の高い細胞を含む再集合体では,結合性に関して細胞間に大きな分散が見
 られた。
 これらの実験結果および反応拡散モデルを用いたシミュレーションの結果から,胴部触手は,
 頭部形成能に関連する物質濃度のローカルピークに対応して形成されるのに対して,口丘触手
 は閾値を越えたピーク(濾丘に対応)の中腹部分に対応して形成されると推定した。
 これらの成果は,ヒドラのパターン形成に関する新しい知見であり,ヒドラのみならず他の
 多細胞体講の形成機構の解明についても大きな寄与をするものと考えられる。従って,この論
 文は,著者がこの分野において自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有す
 ることを示しており,よって佐藤美香提鐵の論文は理学博士の論文として合格と認める。
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